云南 金 铁 锁 根 腐 病 病原 菌 的 分 离 及 鉴定 


杨 文 婷 ， 张 晓 梅 ， 李 国 栋 ， 李 俊 楠 ， 杨 承 凡 ， 张 爱丽 ” 
(云南 中 医药 大 学 中 药学 院 ， 云 南 省 高 校 中 医药 学 分 子 生 物 学 重点 实验 室 / 暨 云南 省 南 药 可 
持续 利用 研究 重点 实验 室 ， 昆 明 650500) 

Jj E: 金 铁 锁 (Psammosilene tunicoides) 是 西南 地 区 重要 的 民族 民间 药物 ， 是 云南 白药 等 
成 药 的 主要 原料 药 。 该 研究 则 在 分 离 并 鉴定 云南 金 铁 锁 根 腐 病 病 原 菌 ， 为 金 铁 锁 根 腐 病 的 1 
断 和 防治 提供 理论 基础 。 该 研究 采用 微生物 纯 培 养 方法 ， 分 离 纯 化 金 铁 锁 根 腐 病 植株 根部 
病 健 交 接 处 组 织 ， 获 得 金 铁 锁 根 腐 病 病 原 微生物 。 按 照 Koch! s 法 则 验证 分 离 得 到 的 病原 
的 致 病 性 。 结 合 形态 学 观察 、 真 菌 rDNA-ITS 和 TEF-1aq 序 列 分 析 以 及 系统 发 育 树 的 构建 鉴定 
获得 的 病原 菌 的 种 类 。 结 果 表 明 : (1) 从 金 铁 锁 根 腐 病 植株 组 织 中 分 离 纯 化 得 到 85 株 真菌 ， 

其 中 PSD-1, PSD-2, PSD-3 菌株 均 能 引起 金 铁 锁 的 根 腐 病 ; (2) 健 康 植株 接种 PSD-1, PSD-2， 
PSD-3 菌株 后 ， 产 生 与 大 田 植 株 根 腐 病 相 似 的 症状 ， 且 发 病 率 分 别 为 60%，61.7%，71.7%; 

(3) 结 合 形态 学 观察 及 基因 序列 分 析 ， 鉴 定 该 三 株 菌株 均 为 尖 孢 镰刀 菌 (Fusarium oxysporum)。 
ERARE RIÉ T REJE oxysporum) 是 引起 金 铁 锁 根 腐 病 的 主要 人 致 病原 菌 之 一 ， 为 
深入 探 完 有 具有 根 腐 病 生物 防治 功能 的 内 生 菌 群 及 其 作用 机 制 葛 定 基础 ， 为 后 续 金 铁 锁 病 害 也 
防治 工作 提供 理论 依据 。 
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Isolation and identification of pathogens causing root rot 


disease of Psammosilene tunicoides in Yunnan Province 
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Abstract: Psammosilene tunicoides is an important ethnic medicine in Southwest China and the 
main raw material for Chinese patent medicines such as Yunnan Baiyao. The purpose of this study 
was to isolate and identify the pathogenic fungus of root rot of P. tunicoides in Yunnan, and to 
provide a theoretical basis for the diagnosis and prevention of root rot of P. tunicoides. In this study, 
the disease-health junction of the root tissue of diseased plant was isolated and purified by pure 
culture method to obtain the main pathogenic microorganisms of P. tunicoides. Isolated pathogenic 
microorganisms were analyzed the pathogenicity according to Koch's Postulates, and then were 
identified by morphological observation, rDNA-ITS and TEF-la sequence analysis and 
phylogenetic tree construction. The results were as follows: (1) A total of 85 strains of fungi were 
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obtained, among which PSD-1, PSD-2, and PSD-3 of Fusarium fungi caused P. tunicoides root rot; 
(2) These three strains were re-inoculated into the P. tunicoides, which produced similar disease 
symptoms occurred with field plants, and the disease incidence after inoculation with pathogenic 
fungi were 6096, 61.796, and 71.796, respectively; (3) Combined with morphological observation 
and gene sequence analysis, the three strains were identified as Fusarium oxysporum. This study 
firstly found that the F oxysporum was one of the main pathogenic fungi causing root rot of P. 
tunicoides. The results of this study lay a foundation for the in-depth exploration of the endophytic 
flora with biological control of root rot and its mechanism, and serve as a theoretical basis for the 
follow-up prevention and control of the disease. 
Keywords: Psammosilene tunicoides, root rot, isolation, identification, Fusarium oxysporum 

根 腐 病 是 一 类 具有 容易 传染 、 发 病 率 高 、 防 治 困难 等 特点 的 根部 病害 ， 在 根 和 根茎 类 药 
用 植物 中 的 发 病 率 较 高 ( 陈 茂 婷 等 ，2020)。 据 报道 ， 引 起 植物 根 腐 病 的 病原 菌 主要 为 镰刀 戎 
BRAR, 2014; MES, 2020; 曹 敏 ，2022)。 镰 刀 菌 是 一 类 世界 性 分 布 的 真菌 ， 
可 通过 破坏 植物 体 结构 ， 侵 染 多 种 植物 根 、 茎 及 果实 等 部 位 ， 引 起 根 腐 病 、 茎 腐 病 和 穗 腐 病 
等 多 种 病害 ( 谢 安 娜 等 ，2020)。 由 镰刀 菌 引 起 的 多 种 土 传 病害 也 正 威胁 我 国 三 七 、 人 参 、 黄 
蔗 、 半 夏 、 川 苇 、 麻 黄 等 重要 中 药材 的 种 植 生 产 ( 朱 春雨 等 ， 2003; 李 佳 穗 等 ， 2015; 文 增 叶 
等 ，2019; 张 静 等 ，2019; 姚 天 明 等 ，2020; Liet al,2021)。 目 前 ， 国 内 外 研究 关于 镰刀 菌 
分 类 地 位 、 形 态 学 与 分 子 学 特征 、 致 病 性 与 致 病 机 理 及 生物 防治 等 方面 均 有 报道 (高 芬 等 , 2018; 
梁 嘉 俊 等 ，2019)。 由 于 镰刀 菌 属 形态 复杂 ， 易 受 外 界 环境 影响 而 发 生变 异 ， 因 此 ， 通 过 形态 
学 特征 很 难 准确 地 鉴定 镰刀 菌 种 类 ， 影 响 了 后 续 防 治 等 工作 的 开展 。 随 着 分 子 生 物 学 技术 的 
发 展 ， 形 态 学 结合 DNA 分 子 片 段 分 析 等 手段 能 更 加 有 效 地 提高 镰刀 菌 种 类 鉴定 的 准确 性 ( 王 
世 伟 等 ，2018) 。 内 转录 间隔 区 (internal transcribed spacer，ITS)、 线 粒 体 小 亚 基 核糖 体 
(mitochondrial small subunit rDNA，mtSSU)、B- 微 管 蛋 白 (B-tubulin) 及 翻译 延伸 因子 (nuclear 
translation elongation factor-1a, TEF-1a)^$ rDNA 片段 已 被 广泛 地 用 于 贸 刀 菌 种 类 的 鉴定 
(Sampietro et al., 2010). 其 中 核糖 体 DNA GCDNA) 和 TEF-lu 延 伸 因 子 两 类 基因 位 点 常用 于 进行 
镰刀 菌 属 的 种 属 鉴定 (Tapani et al., 2002)。 其 中 ，rDNA 是 鉴定 镰刀 菌 的 理想 方法 ， 其 最 大 优 
点 是 既 具 有 保守 性 ， 又 存在 变异 性 。 作 为 真 核 生物 多 肽 链 延 伸 因 子 ，TEF-1a 在 种 水 平 上 具 直 
富 信 息 量 ， 较 ITS 序列 有 更 多 的 种 间 变 异 ， 具 有 高 分 辨 力 。 其 可 与 ITS 序列 联合 分 析 ， 提 高 
对 贸 刀 菌 鉴 别 的 准确 性 。 

金 铁 锁 (Psammosilene tunicoides W. C. Wu et C. Y. WU 是 石竹 科 (Caryophyllaceae) 金 铁 锁 
属 植 物 ， 首 载 于 《 演 南 本 草 》( 兰 茂 ，2004)， 主 要 分 布 在 云南 、 贵 州 、 西 藏 等 省 ( 朱 常 成 等 ， 
2007)。 金 铁 锁 以 根 入 药 ， 主 治 跌 打 损 伤 、 风 湿 、 靖 痊 疮 六 、 创 伤 出 血 等 ( 胡 成 刚 等 ，2002)。 
在 苗族 、 苏 族 、 白 族 等 少数 民族 中 有 着 悠久 的 用 药 历史 ， 其 有 效 成 分 为 齐 墩 果 烷 型 三 莫 皂 萌 
类 化 合 物 ， 在 镇 痛 抗 炎 、 调 节 人 免疫、 杀菌 抑 菌 等 方面 具有 较 好 的 作用 ( 王 学 勇 等 ，2006; 周 欣 
等 ，2013)， 是 “云南 白药 ”等 多 种 著名 中 成 药 的 主要 原料 药物 之 一 ( 周 祖 英 等 ，2021)。 近 年 
来 ， 由 于 长 期 的 采 控 ， 金 铁 锁 野生 资源 急剧 减少 ( 朱 常 成 和 尹 子 丽 ，2017)， 现 已 被 列 为 国家 
二 级 保护 植物 ， 被 《中 国 植物 红皮书 》 收 录 ( 傅 立国 ，1991)。 
目前 ， 云 南大 部 分 地 区 都 有 种 植 金 铁 锁 (如 金富 等 ，2018; 罗 映 菊 ，2018)。 课 题 组 前 期 
对 曲靖 马龙 、 玉 溪 华 宁 、 大 理 剑 川 及 丽江 华 坪 等 云南 各 地 区 金 铁 锁 栽 培 基 地 进行 了 走访 调查 ， 
发 现 二 、 三 年 生 的 金 铁 锁 在 7-8 月 雨季 时 极 易 发 生根 腐 病 ， 多 年 的 连作 方式 使 土壤 中 的 病原 
菌 积累 ， 导 致 土壤 环境 复杂 ， 根 腐 病 害 的 发 生 逐 年 加 重 ， 农 户 因 怕 遭受 病害 导致 损失 而 采 挖 
一 年 生 的 金 铁 锁 ， 但 一 年 生 金 铁 锁 因 栽培 年 限 不 够 又 导致 药材 浸出 物 检 验 不 合格 ( 杨 丽 云 等 ， 
2020), 极 大 地 影响 了 金 铁 锁 药材 品质 ,很 大 程度 上 限制 了 云南 白药 等 企业 对 金 铁 锁 资源 的 开 
发 及 利用 。 然 而 ， 目 前 未 见 金 铁 锁 根 腐 病 的 相关 报道 ， 严 重 影响 了 其 防治 工作 的 开展 。 鉴 于 
此 ， 该 研究 结合 形态 学 观察 及 基因 序列 分 析 系 统 地 鉴定 了 金 铁 锁 根 腐 病 的 致 病菌 ， 首 次 发 现 
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EE 染病 的 主要 病原 菌 之 一 ， 研 究 结果 为 下 一 步 开 展 金 铁 锁 根 腐 病 生 
物 防治 功能 菌株 资源 的 挖掘 商定 了 基础 ， 以 及 金 铁 锁 的 病害 诊断 和 防治 提供 科学 理论 依据 。 
1 材料 与 方法 

1.1 材料 

植物 材料 : 金 铁 锁 病害 样品 及 健康 植株 (健康 样品 和 病害 样品 都 为 二 年 生 金 铁 锁 植株 的 根 ) 
于 2020 年 11 月 采集 于 云南 马龙 ,该 地 年 平均 气温 10~21 °C ,年 平均 降水 量 979.6~1 001.8 mm. 
该 金 铁 锁 栽培 基地 的 土质 疏 松 肥沃 ， 为 金 铁 锁 提供 了 良好 的 生长 条 件 。 金 铁 锁 组 培 苗 来 自 云 
南 中 医药 大 学 中 药材 优良 种 苗 繁育 工程 中 心 。 

主要 试剂 和 仪器 : 马 铃 草 和 葡萄糖 琼脂 培养 基 (PDA)(Solarbio， 生 产 批 号 为 428G031)， 马 
铃 莫 葡萄 糖 肉 汤 (PDB) (Solarbio， 生 产 批号 为 601Y031)， 蔡 啶 酮 酸 (Solarbio， 生 产 批 号 为 
Y77408), Taq 酶 (Takara， 生 产 批 号 为 AL52014A)， 真 菌 DNA 小 量 提取 试剂 盒 (Magen， 生 产 
批号 为 DKI09-01)。 立 式 高 压 灭 菌 锅 (Uniclave,FD50A 型 号 ), 超 净 工作 台 ( 苏 净 安 泰 ,SW-CJ-FD 
型 号 )， 生 化 培养 箱 (Bluepard，LRH-70 型 号 )， 生 物 显 微 镜 (Nikon，ECLIPSE E100 型 号 )。 测 
序 引物 由 人 擎 科 生 物 ( 上 海 ) 科 技 有 限 公司 合 成 。 

1.2 方法 

1.2.1 病原 菌 的 分 离 纯 化 

EL me a AE La n 7596 
情 中 表面 消毒 1.5 min， 无 菌 水 冲洗 2-3 次 , 无 菌 滤纸 吸 干 水 分 ， 用 无 菌 剪 刀 在 根 样品 的 病 
健 交 接 处 剪 1/3 指甲 盖 大 小 的 组 织 , 将 有 切口 的 一 面 贴 到 含 50 mg * L'! Ze WEBER PDA 培养 
基 上 (50 mg。L1 蔡 啶 酮 酸 可 选择 性 抑制 细菌 生长 )， 并 在 28 °C 下 培养 2~3 d， 待 染病 组 织 块 
周围 长 出 菌 丝 时 ， 用 接种 针 挑 取 菌 落 边缘 尖端 菌 丝 进 行 纯化 ， 并 观察 菌落 形态 。 多 次 纯化 后 
的 菌株 根据 菌落 大 小 、 形 态 、 颜 色 等 特征 去 重复 后 接种 于 PDA 斜面 -4 "C IRAE 
1.2.2 致 病 性 测定 

1.2.2.1 病原 菌 分 生 孢 子 悬 浮 液 的 制备 

将 保留 的 菌 种 在 PDA 平板 上 活化 后 转 接 至 PDB 培养 基 中 ， 放 在 摇 床 上 28 °C 培养 7 d, 
然后 将 液体 培养 基 中 培养 好 的 菌株 用 4 层 纱布 过 滤 除 去 菌 丝 ，5000 rmp 离心 10 min 后 , FE 
清 液 ， 取 沉淀 物 加 入 适量 的 无 菌 水 摇 匀 ， 制 备 成 浓度 约 为 1.0x10 cfu * mL 的 孢子 悬浮 液 备 
用 。 殉 子 巷 浮 液 的 浓度 采用 血球 计数 板 法 计算 ( 张 继 忠和 王 微 ，2018)。 
1.2.2.2 病原 菌 的 回 接 

(1) 组 培 苗 接种 病原 菌 : 提前 准备 好 金 铁 锁 组 培 苗 ， 每 个 组 培 瓶 里 应 具有 10 个 以 上 的 金 
铁 锁 根 。 使 用 注射 器 往 金 铁 锁 组 培 苗 的 须根 周围 接种 5 mL 分 生 和 孢子 甚 浮 液 ， 重 复 接种 GR 
对 照 组 采用 同样 方法 接种 5 mL 无 菌 水 ， 重 复 接种 6 瓶 ， 然 后 室温 中 培养 ， 观 察 组 培 瓶 内 金 
铁 锁 组 培 苗 的 变化 ， 连 续 观 察 1 个 月 。 

(2) 盆栽 接种 病原 菌 : 前 期 把 采 回 的 二 年 生 金 铁 锁 移 栽 置 塑料 花 贫 (直径 19 cm, 高 19 em) 
内 。 采 用 浸泡 法 接种 ， 将 健康 金 铁 锁 的 根 置 于 培养 四 中 ， 往 培养 正中 注入 分 生 孢 子 悬 浮 液 ， 
浸泡 0.5-1 h 后 倒 去 分 生 驳 子 巧 浮 液 ， 处 理 后 的 根 立即 种 于 装 有 灭 菌 土 的 塑料 花 贫 内 ， 履 土 。 
对 照 处 理 用 无 菌 水 浸泡 相同 时 间 后 立即 栽种 。 重 复 用 分 生 孢 子 悬 浮 液 接种 60 株 金 铁 锁 , 然后 
正常 的 管理 培养 。 培 养 期 间 ， 观 察 盆 栽 中 金 铁 锁 苗 的 生长 状况 ， 待 叶片 枯黄 脱落 后 挖 出 金 铁 
锁 根 ， 观 察 其 是 否 烂 根 。 从 发 病 植 株 的 病 健 交 界 处 再 次 进行 病原 菌 分 离 ， 验 证 病原 菌 的 致 病 
性 。 
1.2.3 病原 菌 的 鉴定 

(1) 形态 学 鉴定 

将 菌株 接种 于 PDA 培养 基 上 进行 活化 ,期 间 观察 PDA 培养 基 上 的 菌落 的 形态 特征 (大 小 ， 
颜色 ， 形 状 变化 )， 并 用 接种 针 挑 取 少 量 菌 丝 放 置 于 载 玻 片上 ， 加 入 几 滴 无 菌 水 ,， 盖 上 羡 玻 片 
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制 成 临时 装 片 ， 采 用 Nikon 生物 显微镜 ， 在 1 000 倍 镜 下 观察 分 生 孢 子 的 形状 、 大 小 、 厚 垣 
孢子 的 有 无 及 着 生 方 式 。 

(2) 分 子 生物 学 鉴定 

将 病原 菌 接种 到 PDA 培养 基 上 , 待 菌 丝 长 至 旺盛 , 挑 取 适量 菌 丝 体 于 1.5 mL 无 菌 管 中 ， 
采用 真菌 DNA 小 量 提取 试剂 盒 进行 病原 菌 DNA. 提取 。 对 病原 菌 DNA 进行 内 转录 间隔 区 
(internal transcribed spacer，ITS) 和 转录 延伸 因子 -1u(transcription elongation factor-1a, TEF-1a) 
的 扩 增 。 引 物 名 称 及 序列 : ITSI (TCCGTAGGTGAACCTGCGG)ITS4 
(TCCTCCGCTTATTGATATGC); EFl a-EF (GCTCCYGGHCAYCGTGAYTTYAT)/EFI a -ER 
(AIGACACCRACRGCRACRGTYTG)。 反 应 体系 (50 uL): Takara Premix Taq 扩 增 酶 45 uL, 
正 向 引物 (10 umol/L) 2 uL, 反 向 引物 (10 umol/L) 2 uL, DNA 模板 1 pL。 反应 条 件 : 98 C 预 
变性 2 min; 98 CÆ HE 10s, ITS 56 C ( TEF-la 54 'C) 退火 10s, 72 CC 延伸 (根据 片段 长 度 
按照 10 skb! 进行 设置 )，30 个 循环 ; 最 后 72 'C 延伸 5 min. PCR 产物 经 凝 胶 电泳 检测 后 委 
托 擎 科 生 物 ( 上 海 ) 科 技 有 限 公 司 进行 测序 。 将 测序 结果 与 NCBI 数据 库 中 的 已 知 序列 进行 
BLAST 比 对 ， 使 用 MEGA 5.0 (Koichiro Tamura, et al., 2011) 将 序列 拼接 起 来 ， 采 用 贝 叶 斯 法 
(Bayesian Inference，BI) 对 病原 菌 进行 多 基因 (TEF-1a 和 ITS) 联 合 建树 的 方法 构建 系统 发 育 树 
(Ronquist Fredrik & John P. Huelsenbeck, 2003; Maharachchikumbura, et al., 2012). 


2 结 


2.1 金 铁 锁 根 腐 病症 状 

前 期 我 们 对 金 铁 锁 栽 培 基地 的 调研 发 现 ， 金 铁 锁 根 腐 病 的 叶片 症状 很 难 见 到 ， 一 般 根 腐 
病 发 生 后 ， 植 株 叶 片 早 已 经 完全 枯萎 脱落 ， 导 致 我 们 采样 时 很 难 在 田间 见 到 金 铁 锁 感 染 根 腐 
病 后 的 地 上 部 分 症状 。 实 验 室 进行 金 铁 锁 染 菌 试 验 后 ， 发 现 感染 根 腐 病 后 的 金 铁 锁 叶 片 会 脱 
绿 ， 逐 渐 黄 化 ， 直 至 枯萎 、 有 脱落、 死亡 。 金 铁 锁 根 部 变化 首先 是 根 表 皮 萎缩 ， 暗 黄色 加 深 直 
至 变 为 黑 褐色 ， 之 后 软化 ， 根 部 开始 从 根 尖 慢 慢 向 根 上 部 开始 腐烂 ， 表 面 有 时 会 长 出 白色 丝 
状 物 ， 可 能 是 病原 菌 的 菌 丝 (图 1)。 


A. 田间 完全 腐烂 的 根 B. 田间 部 分 腐烂 的 根 ，C. 根部 病 健 交接 处 的 组 织 。 


A. Completely rotten roots in the field; B. Partially rotten roots in the field; C. Tissue at the junction of disease and 
health at the root.) 
图 1 金 铁 锁 根 腐 病 的 症状 


Fig.l Symptoms of P. tunicoides root rot 


2.2. 金 铁 锁 根 腐 病 病原 菌 的 分 离 及 纯化 

对 金 铁 锁 根 腐 病 的 根系 组 织 进行 分 离 及 纯化 ， 纯 化 后 共 得 到 85 株 真 菌 ，85 株 真 菌 的 菌 
落 在 PDA 培养 基 上 总 共 呈 现 三 种 形态 (图 2): 第 一 种 绒毛 鞍 松 ， 轮 纹 状 ， 布 满 整 个 培养 基 ， 
白色 (图 2: A); 第 二 种 呈 绒 毛 状 较 贴 培 养 基 ， 形 状 不 规则 ,白色 (图 2: B); 第 三 种 有 轮 纹 状 ， 
内 圈 黄 神色 绒毛 ， 较 贴 培养 基 ， 外 圈 灰 白色 壬 松 绒毛 (图 2: C). 
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图 2 分 离 纯化 后 的 真菌 菌落 形态 特征 图 


Fig.2 Morphological characteristics of fungal colonies after isolation and purification 


2.3. 金 铁 锁 根 腐 病 病原 菌 的 致 病 性 测定 

我 们 对 分 离 纯 化 后 的 真菌 去 重复 后 进行 了 致 病 性 测定 ， 金 铁 锁 组 培 苗 分 别 接种 了 病原 菌 
PSD-1，PSD-2，PSD-3 的 分 生 孢 子 甚 浮 液 ，3 d 后 长 出 菌 丝 ，1 周 后 组 培 苗 从 根部 开始 ， 朝 
着 茎 叶 方 向 发 黄 ，2 周 后 组 培 苗 全 部 变 黄 ， 死 亡 ， 而 对 照 组 仍 无 症状 。 重 复试 验 后 获得 相同 
的 结果 。 

金 铁 锁 盆 栽 苗 分 别 接种 了 病原 菌 PSD-1，PSD-2，PSD-3 4) Efü TRES 14 His, 
叶子 开始 萎 太 但 没有 褪色 ， 在 中 午前 后 光照 强 、 薰 发 量 大 时 ， 植 株 上 部 叶片 出 现 萎 兹 ， 但 夜 
间 又 能 恢复 。 继 续 观 察 一 段 时 间 后 ， 叶 片 蓉 蕊 状况 夜间 也 不 能 再 恢复 ， 叶 片 的 绿色 逐渐 褪去 ， 
直至 变 成 黄白 色 ， 叶 片 开始 慢 慢 脱落 。2 个 月 后 ， 待 叶片 完全 枯 蓉 脱落 后 挖 出 金 铁 锁 的 根 ， 
发 现 根 部 颜色 比 栽种 之 前 更 深 ， 根 部 软化 、 腐 烂 ， 与 田间 患 病 植株 根 的 症状 相同 。 而 对 照 组 
仍 无 症状 。 重 复试 验 后 获得 相同 的 结果 。 发 病 率 分 别 为 60%，61.7%，71.7% (发 病 率 = 发 病 植 
株 /植株 总 数 X100%)。 并 且 从 发 病 金 铁 锁 根 上 均 能 再 分 离 到 与 初 接 菌株 相同 的 分 离 物 ， 确 定 
为 金 铁 锁 根 腐 病 病原 菌 ， 因 此 判断 病原 菌 PSD-1, PSD-2, PSD-3 对 金 铁 锁 的 致 病 力 较 强 。 
2.4 金 铁 锁 根 腐 病 病原 菌 的 形态 鉴定 

PSD-1 接种 于 PDA 培养 基 上 ，28 'C 培 养 5 d 后 ， 菌 落 旺 近 圆 形 ， 菌 丝 体 较 细 ， 呈 琉 松 绒 
毛 状 较 贴 培养 基 ， 菌 落 有 轮转 纹 ， 内 圈 呈 淡 黄 神色， 外 圈 边 缘 白色 ， 随 时 间 的 推移 内 圈 颜 色 
逐渐 朝 外 圈 变 深 ， 菌 落 背 面 边 缘 呈 白色 ， 中 间 呈 黄 褐色 ， 菌 落 直 径 约 为 3.4 cm; 小 型 分 生息 
子 为 卵 圆 形 ， 着 生 于 单 出 的 分 生 孢 子 梗 上 ;， 分 生 孢 子 梗 细 长 ; 大 型 分 生 孢 子 较 多 ，5~6 分 隔 ， 
多 为 新 月 型 ， 厚 垣 孢子 近 球形 ， 多 生 于 菌 丝 的 顶端 或 中 间 ， 壁 表 光 滑 ( 图 3)。 

培养 5d 后 ，PSD-2 菌落 呈 不 规则 椭圆 形 ， 边 缘 呈 锯齿 状 ， 菌 丝 较 长 ， 绒 毛 状 ， 质 地 棉 
妹 状 ， 白 色 ， 菌 落 背 面 大 部 分 旦 白色 ， 中 间 偶 见 黄 色 细 轮 纹 ， 菌 落 长 轴 为 约 3.7 cm， 短 轴 为 
约 2.6 cm; 小 型 分 生 孢 子 为 肾 形 ， 偶 见 2~5 分 隔 ， 着 生 于 分 生 孢 子 梗 上 ; 分 生 和 孢子 梗 细 长 ， 
呈 树 枝 状 分 生 ; 大 型 分 生 孢 子 4~7 分 隔 , 为 镰刀 型 ; 厚 垣 孢子 椭圆 形 , 壁 表 光 滑 或 粗糙 。PSD-3 
菌落 呈 类 椭圆 形 ， 边 缘 不 整齐 ， 菌 丝 浓密 ， 质 地 棉 架 状 ， 白 色 ， 菌 落 背 面 颜色 呈 白 色 ， 中 间 
有 黄色 小 点 ， 菌 落 菌落 长 轴 为 约 3.3 cm， 短 轴 为 约 2.8 cm; 小 型 分 生 孢 子 为 月 型 至 卵 圆 形 ， 
着 生 于 分 生 孢 子 梗 上 ; 分 生 和 孢子 梗 细 长 、 分 校 较 少 ， 大 型 分 生 和 孢子 多 为 1~3 分 隔 ， 为 卵 形 ; 
厚 垣 孢子 不 规则 球形 ， 多 生 于 菌 丝 的 顶端 ， 壁 表 光 滑 。 
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A, B. PSD-1 的 菌落 形态 ; C 小 型 分 生 孢 子 及 分 生 孢 子 梗 ; D. 大 型 分 生 孢 子 ; E. 厚 垣 孢子 。 标 尺 : B-D: 100 
x10 um. 


A, B. The colony morphology of PSD-1; C. Microconidia and conidiophore; D. Macroconidium; E. Chlamydospore. 
Scale bar: B-D: 100x10 um. 
3 以 PSD-1 为 代表 的 菌落 和 菌 体形 态 
Fig.3 Colony and morphology with the represent of PSD-1 

2.5 金 铁 锁 根 腐 病 病原 菌 的 分 子 生 物 学 鉴定 

经 真菌 ITS 和 TEF-1o 序 列 分 析 表 明 ，PSD-1，PSD-2，PSD-3 5 F oxysporium 相似 性 达 
99% 以 上 。 基 于 ITS 和 TEF-10 构 建 的 系统 发 育 树 发 现 ， 菌 株 PSD-1，PSD-2，PSD-3 #5 F 
oxysporium A19 9&73— X, 支持 值 达 9896, 并 与 镰刀 属 的 其 他 菌株 分 支 明 显 , 其 中 菌株 PSD-2 
与 模式 菌株 F. oxysporium CBS 140424 聚 到 一 起 ， 支 持 值 达 99%。 基 于 上 述 多 基因 联合 构建 
的 供 试 菌株 与 F. oxysporium 系统 发 育 树 结果 和 形态 学 特征 ， 将 PSD-1，PSD-2，PSD-3 鉴定 
Z3 fal 7J HF. oxysporium) (图 4)。 


Bipolaris oryzae B33 


F. cerealis NRRL 25805 


99 F. graminearum CBS 130605 


F. incarnatum NRRL 31160 


PSD-2 


F. oxysporum 
CBS 140424 


F. commune AAFCWY137A11 
F. commune EBS 31 
F. fujikuroi CBS 262.54 


F. proliferatum NRRL 31071 


jk PSD-1. PSD-2. PSD-3 的 菌株 是 从 根 腐 病 的 金 铁 锁 中 分 离 得 到 的 。 
The strains numbered PSD-1, PSD-2 and PSD-3 were isolated from with P. tunicoides root rot. 
4 基于 TEF-1ofll ITS 序列 构建 的 oxysporum 的 贝 叶 斯 (BD 系统 发 育 树 


Fig.4 Bayesian inference phylogenetic tree of F oxysporum based on TEF-1a and ITS sequences 
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根 腐 病 是 一 


常见 的 土 传 病害 ， 对 中 草药 根 和 茎 具有 毁灭 性 的 危害 ( 廖 长 宏 等 ，2017)。 


目前 ， 大 量 研 究 


表明 ， 一 些 镶 刀 属 真菌 是 引起 药 用 植物 根 府 病 的 主要 病原 菌 之 一 ( 陈 茂 婷 等 


2020) 。 本 研究 通过 病原 菌 分 离 、 柯 赫 氏 法 则 验证 ( 黄 幸 铝 等 ，2021) 及 病原 菌 形态 学 鉴定 和 分 


次 分 离 鉴 定 了 金 铁 锁 根 腐 病 的 一 种 主要 致 病 真 菌 为 尖 孢 镰刀 戎 人 


oxysporum)。 将 分 离 得 到 的 病原 菌 分 别 接种 至 健康 的 组 培 苗 和 盆栽 苗 ， 结 果 发 现 健康 植株 产 


生 了 与 大 田 植 株 


(F. oxysporum) 是 


根 腐 病 相似 的 症状 ， 量 发 病 率 分 别 为 60%，61.7%，71.7%。 说 明 尖 孢 镰刀 菌 
引起 金 铁 锁 根 腐 病 的 主要 病原 菌 之 一 。Guo 等 (2009) 研 究 发 现 ， 引 起 三 七 根 


腐 病 的 病原 菌 主 要 为 腐 皮 镰刀 菌 (E solani.). RI 88 7J A (E oxysporum), 3 JE 838 Vl 


(Phytophthora ca 
定 ， 分 离 得 到 的 


ctorum) EZ A. (Phoma herbarum) 等 。 张 礼 维 等 (2015) 结 合 形 态 及 分 子 鉴 
61 株 白 术 的 根 腐 病 病原 菌 均 为 尖 孢 镰刀 菌 (E oxysporum)。 由 此 可 见 ， 尖 抱 


镰刀 菌 是 引起 植 


物 根 腐 病 中 较为 常见 的 一 种 镰刀 菌 属 的 病菌 。 我 们 对 云南 马龙 栽培 基地 的 金 


铁 锁 病 原 菌 进行 
完结 果 是 一 致 的 
本 研究 中 分 离 得 


鉴定 ， 分 离 得 到 的 主要 病原 菌 也 为 尖 孢 镰刀 菌 (RE oxysporum)， 这 与 他 人 的 研 
。 然 而 ， 前 人 的 研究 中 ， 许 多 植物 的 根 腐 病 多 由 多 种 镰刀 菌 复合 侵 染 所 致 ， 
到 的 85 RERE; HIRME (EF oxysporum)， 未 见 其 他 种 类 的 病原 菌 。 


一 是 可 能 本 研究 


采集 病害 的 样本 不 够 广泛 ， 仅 分 离 了 云南 马龙 栽培 基地 的 病害 金 铁 锁 ， 导 致 


分 离 获得 的 病原 
势 病原 菌 种 ， 相 


菌 比 较 单 一 。 二 是 尖 孢 镰刀 菌 (E oxysporum) 是 大 多 植物 根 腐 病 致 病菌 中 的 优 
对 分 离 频率 较 高 。 陈 思 杰 等 (2021) 研 究 亦 发 现 ， 分 离 得 到 宁夏 枸杞 的 致 病菌 


P, RF PR 


在 分 离 出 的 镰刀 戎 中 占据 优势 ， 其 他 镰刀 半分 离 频率 相对 较 低 。 


同时 , 该 研究 基于 ITS 和 TEF-1lo 分 子 片 段 构 建 的 系统 发 育 树 ,结果 发 现 菌株 PSD-1,PSD-2， 
PSD-3 都 与 F oxysporium A19 聚 为 一 文 ， 并 与 镰刀 属 的 其 他 菌株 分 支 明 显 ， 其 中 菌株 PSD-2 
与 模式 菌株 F. oxysporium CBS 140424 聚 到 一 起 ， 支 持 值 达 99% 。 镰 刀 菌 属 是 真菌 中 最 难 鉴 


定 的 种 属 之 一 ， 
学 很 难 准确 鉴定 


RIRI PRICE oxysporum)， 但 菌落 形态 还 是 存在 一 定 的 差异 。 近 年 来 利用 分 子 标记 技术 辅助 


Eyd Ju ps 
种 特异 性 引物 并 


其 由 于 形态 复杂 ， 在 生长 过 程 中 形态 受 环境 的 影响 变异 较 大 ， 单 纯 依 据 形 态 
到 种 ( 邢 安 ，2017)。 在 该 研究 中 ， 亦 发 现 菌 株 PSD-1，PSD-2，PSD-3 虽 都 为 


法 已 被 广泛 应 用 ， 可 以 弥补 形态 学 鉴定 的 不 足 。 曹 惠 艳 等 (2020) 使 用 贸 刀 菌 
结合 ITS 和 TEF 序列 分 析 及 形态 学 鉴定 确定 了 铁皮 石 狸 根 腐 病 的 4 种 病原 真 


菌 。 迟 惠 荣 等 (2019) 根 据 形态 学 、TDNA-ITS 和 TEF-1Q 序 列 同 源 性 分 析 ， 确 定 了 导致 多 花 黄 


精 叶 枯 病 的 病原 
很 多 亲缘 关系 较 
基础 上 , 结合 IT 


KREII (E oxysporum)。 由 于 贸 刀 菌 种 类 繁多 ， 形 态 变 异 复杂 ， 包 括 
近 的 种 及 复合 种 ， 所 以 单一 片段 很 难 对 其 准确 鉴定 。 该 研究 在 形态 学 鉴定 的 
S 和 TEF-1a 序 列 进行 联合 分 析 ， 首次 鉴定 引发 金 铁 锁 根 腐 病 的 主要 病原 菌 为 


RWJ VR F. oxysporium)， 得 到 了 可 靠 的 分 类 鉴定 结果 。 
综 上 所 述 ， 本 研究 调查 了 云南 省 金 铁 锁 根 腐 病 的 发 生 状 况 ， 首 次 分 离 并 鉴定 引起 金 铁 锁 


根 腐 病 的 主要 病 
点 ， 其 中 生物 防 


原 菌 为 尖 孢 镰刀 菌 (R oxysporum)。 而 金 铁 锁 根 腐 病 的 防治 是 下 一 步 工 作 的 重 
治 菌株 的 挖掘 和 筛选 是 金 铁 锁 根 腐 病 防治 的 重要 途径 。 生 防 菌 较 化 学 农药 而 


言 ， 具 有 能 改善 环境 污染 、 降 低 农药 残留 、 保 护 生 态 环境 等 优点 。 近 年 来 ， 基 于 高 通 量 组 学 
测序 技术 挖掘 与 验证 药 用 植物 的 生 防 靖 已 成 为 科学 研究 的 热点 。 通 过 微生物 组 学 和 宏基 因 组 


学 分 析 ， 探 究 金 铁 锁 根 腐 病 与 根 际 土壤 微生物 群落 的 关系 ， 筛 选 出 用 于 生物 防治 剂 的 候选 菌 
株 ， 并 通过 纯 培 养 手 段 获得 并 富 集 持 抗 活性 菌株 ， 可 为 金 铁 锁 根 腐 病 的 防治 提供 新 的 思路 。 


同时 ， 基 于 现在 云南 省 金 铁 锁 的 栽培 现状 ， 结 合 栽培 措施 ( 选 育 优 良 抗 病 品 种 ， 脱 毒 中 药 种 苗 


的 规模 化 应 用 ， 


对 土壤 进行 消毒 处 理 ， 使 用 土壤 改良 剂 ， 进 行 合理 的 轮作 )， 化 学 防 控 ( 使 用 


甲 霜 灵 等 杀菌 剂 ) 和 生物 防 控 ( 引 入 持 抗 菌 和 接种 有 益 微生物 ) 等 多 种 措施 联合 使 用 ， 能 更 有 效 
地 进行 金 铁 锁 根 腐 病 防治 。 
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